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ФIÒÎСÒÈÌУËЮÂÀËЬÍÀ ÀÊÒÈÂÍIСÒЬ 
ÅÊЗÎÌÅÒÀÁÎËIÒIÂ ШÒÀÌÀ-ÀÍÒÀÃÎÍIСÒÀ 

BACILLUS AMYLOLIQUEFACIENS IÌÂ Â-7404

Мета. Виявëення спектру екзометабоëітів фітоãормонаëьної при-
роди штама-антаãоніста Bacillus amyloliquefaciens IÌВ В-7404, 
що визначають йоãо фітостимуëюваëьну активність. Методи. 
Вміст фітоãормонів визначаëи методами спектроденситометричної 
тонкошарової õроматоãрафії та ãазової õроматоãрафії. Результати. 
Встановëено, що фітостимуëюваëьна активність екзометабоëітів 
B. amyloliquefaciens IÌВ В-7404 зумовëена присутністю в їõ скëаді 
трьоõ кëасів ãормонів-стимуëяторів (ауксинів, цитокінінів, 
ãібереëінів). Показана здатність штаму синтезувати фітоãормони-
інãібітори: абсцизову кисëоту і етиëен. Висновки. Рівень і спектр 
фітоãормонів, що синтезуються штамом B. amyloliquefaciens IÌВ 
В-7404,  відповідає особëивостям йоãо біоëоãії, а саме – сапробіонтному 
способу існування. Синтез індоëіë-3-оцтової кисëоти відіãрає важëиву 
фізіоëоãічну роëь у формуванні асоціативниõ взаємовідношень штаму 
з росëинами у ризосфері.

К ë ю ч о в і  с ë о в а: B. amyloliquefaciens, екзометабоëіти, фітоãормони, 
фізіоëоãічна роëь, фітостимуëюваëьна активність.

Відоìо, що більшість природних ризосферних ìікроорганізìів здатні 
до синтезу фітогорìональних сполук для форìування взаєìовідношень 
з рослиною [14]. Ñтворення ефективних біопрепаратів для рослинниöтва 
на основі живих культур ìікроорганізìів передба÷ає вив÷ення асоöіа-
тивних зв’язків ìіж бактеріяìи та рослиною. Òакий тип взаєìодії опо-
середковується екзоìетаболітаìи ìікроорганізìів з фітостиìулювальною 
активністю. Àеробні спороутворювальні бактерії роду Bacillus є типовиìи 
представникаìи ґрунтової ìікробіоти, серед яких є як ендофітні, так і 
вільноісную÷і види. Баöили вважаються перспективниìи агентаìи біо-
контролю, оскільки здатні до високого антагонізìу щодо багатьох гриб-
них і бактеріальних фітопатогенів за рахунок синтезу широкого спектру 
вторинних ìетаболітів з виражениìи бактериöидниìи та фунгіöидниìи 
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властивостяìи [15]. Ñеред вторинних ìетаболітів бактерій роду Bacillus 
слід відзна÷ити не лише антибактеріальні та антифунгальні ре÷овини, а 
й сполуки, що характеризуються фітостиìулювальною активністю. Öе, в 
свою ÷ергу, зуìовлює доöільність використання штаìів баöил у створенні 
високоефективних біопрепаратів широкого спектру дії для рослинниöтва. 
Ðаніше наìи було показано ìожливість та доöільність використання шта-
ìу B. amyloliquefaciens ÓÊÌ В-7404 у складі коìпозиöії біопрепарату 
для зернових культур з ìетою пригні÷ення хвороб, збудникаìи яких є 
Fusarium graminearum і Cochliobolus sativus (неопубліковані дані).

В зв’язку з öиì, ìетою нашої роботи було дослідити виявлення 
спектру екзоìетаболітів фітогорìональної природи штаìа-антагоніста 
B. amyloliquefaciens IÌВ В-7404, що визна÷ають його фітостиìулювальну 
активність.

Ìатеріали і методи
Об’єктоì дослідження був штаì B. amyloliquefaciens IÌВ В-7404 

з колекöії відділу антибіотиків Iнституту ìікробіології і вірусології іì. 
Ä.Ê. Заболотного НÀН Óкраїни. Êультивування проводили в періоди÷них 
уìовах в колбах єìністю 750 ìл при 200 об/хв та 37 °Ñ впродовж 18–24 
год на рідкоìу поживноìу синтети÷ноìу середовищі [1]. Ñередовище за-
сівали 18-годинною культурою баöил в експоненöійній фазі росту. Ðідку 
культуру штаìу B. amyloliquefaciens IÌВ В-7404 öентрифугували 30 хв 
при 15000g і теìпературі 4 °Ñ. Êультуральну рідину використовували 
для аналізу на загальну фітостиìулювальну активність екзоìетаболітів, 
для спеöифі÷ного біотестування та для якісного і кількісного визна÷ення 
фітогорìонів фізико-хіìі÷ниìи ìетодаìи.

Äля рулонного ìетоду використовували насіння озиìої пшениöі сор-
ту Àльбатрос одеський. З öією ìетою на поліетиленові сìуги розìіроì 
35х15 сì розкладали по 33 насінин, відступаю÷и від верхнього краю 
5 сì. Зверху на насіння накладали сìужку зволоженого фільтрувального 
паперу шириною 10–12 сì. Ñкру÷ували в рулон і ставили в склянки з 
відстояною водопровідною водою та двоìа розведенняìи культуральної 
рідини B. amyloliquefaciens IÌВ В-7404 (1:65 та 1:100), підібраниìи екс-
периìентальниì шляхоì. Ìорфоìетри÷ні виìіри проростків проводили 
на 7-ìу добу. Ðезультати враховували за наростанняì надзеìної та ко-
реневої ìаси та виражали у відсотках відносно контролю. Повторність 
дослідів трикратна.

Äля дослідження індукöії ризогенезу використовували двотижневі 
живöі квасолі сорту Ëопата. Варіантаìи досліду були експериìентально 
підібрані розведення культуральної рідини штаìу B. amyloliquefaciens 
IÌВ В-7404 1:50, 1:75, 1:100. За контроль слугували відстояна водо-
провідна вода та препарат-еталон – індоліл-3-оöтова кислота (IОÊ) у 
конöентраöії 10-5 Ì [5]. Основні показники фізіологі÷ної активності дослі-
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джуваних роз÷инів: кількість коренів, ìаса коренів та довжина ділянки, 
що утворювала корені.

Позаклітинні фітогорìони виділяли з культуральної рідини штаìу 
B. amyloliquefaciens IÌВ В-7404 ìетодоì перерозподілу фітогорìонів 
у двох фазах роз÷инників, що не зìішуються ìіж собою [2]. Отриìані 
екстракти (випарені та перероз÷инені в етанолі) використовували для 
спеöифі÷ного біотестування (ауксинова, öитокінінова та гіберелова ак-
тивності) і подальшого хроìатографі÷ного аналізу фітогорìонів.

Äля визна÷ення ауксинової активності застосовували відрізки колеоп-
тилів озиìої пшениöі сорту Àльбатрос одеський. Варіантаìи досліду були  
розведення екстрактів культуральної рідини B. amyloliquefaciens IÌВ 
В-7100 1:200, 1:300 та 1:400. За контроль слугували препарат-еталон – 
IОÊ (10-5 Ì) та відстояна водопровідна вода.

Визна÷ення öитокінінової активності проводили на етиольованих сеìи-
добових сіì’ядольних листках огірка сорту Фенікс. Використовували такі 
розведення етанольного екстракту – 1:200, 1:300 1:400, 1:500 та 1:600. 
Êонтролі – препарат-еталон бензилаìінопурин (БÀП) у конöентраöіях 
10-4 Ì та 10-5 Ì та відстояна водопровідна вода.

Äля визна÷ення гіберелової активності використовували гіпокотилі 
огірка сорту Фенікс за ìетодикою Браєна і Ëеììінга в ìодифікаöії Àг-
ністикової [3]. Äосліджували розведення гіберелового етанольного екс-
тракту культуральної рідини, а саìе 1:200, 1:300 1:400, 1:500 та 1:600. 
Êонтролі – препарат-еталон – гіберелова кислота (ГÊ3) в конöентраöії 
10-5 Ì та відстояна водопровідна вода.

Отриìані етанольні екстракти культуральної рідини B. amyloliquefaciens 
IÌВ В-7404 використовували для проведення якісного і кількісного ана-
лізу фітогорìональних сполук ìетодоì тонкошарової хроìатографії [4]. 
Êількісне визна÷ення ауксинів, öитокінінів та абсöизової кислоти (ÀБÊ) 
проводили за допоìогою сканувального спектроденситоìетра «Ñорбфіл» 
(Ðосія). Êількість синтезованих позаклітинних фітогорìонів розрахову-
вали у ìікрограìах на 1 г абсолютно сухої біоìаси (ÀÑБ) продуöента.

Ñинтез етилену визна÷али ìетодоì газової хроìатографії [10]. 
Газову суìіш аналізували на газовоìу хроìатографі «Хроì-5» (Че-
хія) з полуì’яно-іонізаöійниì детектороì (тверда фаза – β-β’оксидо-
пропіонітрил). Êількість етилену розраховували за калібрувальниì 
графікоì, побудованиì згідно розведень етилену і виражали у ìолях за 
годину на 1 г ÀÑБ продуöента. Åкспериìенти проводили у 5-ти кратній 
аналіти÷ній повторності.

Äля оöінки достовірності експериìентальних даних, представлених в 
роботі, використовували параìетри÷ні критерії норìального розподілу, 
розраховую÷и середнє арифìети÷не (Xср.) і середнє квадрати÷не відхилен-
ня (SXср.) за рівня зна÷ущості <0,05. Àналіз проводили із застосуванняì 
пакета коìп’ютерних програì STATISTICA 6.0 і Microsoft Excel.
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Ðезультати і обговорення
З ìетою визна÷ення природи ростової активності штаìу 

B. amyloliquefaciens IÌВ В-7404 досліджено загальний рівень активності 
його екзоìетаболітів. При öьоìу за допоìогою рулонного ìетоду у всіх 
варіантах досліду було виявлено стиìуляöію наростання біоìаси як ко-
ренів, так і пагонів озиìої пшениöі сорту Àльбатрос одеський (табл. 1).

Òаблиöя 1

Загальна рістстимулювальна активність екзометаболітів 
B. amyloliquefaciens IÌÂ Â-7404

Table 1

General growth stіmulated actіvіty of B. amyloliquefaciens IMV Â-7404
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Êонтроль 
(вода)

0,037±0,006 100 0,076±0,01 100 0,113±0,02 100

Êультураль-
на рідина, 
1:65

0,060±0,01 162 0,092±0,01 121 0,152±0,01 135

Êультураль-
на рідина, 
1:100

0,052±0,01 140 0,100±0,02 131 0,152±0,02 135

Найбільший фітостиìулювальний ефект відìі÷ено для розведення 
культуральної рідини 1:65. Ìаса коренів збільшувалася на 62% по-
рівняно з контролеì, а ìаса паростків – на 21%. Êорені пшениöі були 
÷утливішиìи до дії екзоìетаболітів штаìу, що є öілкоì законоìірниì. 
Проте загальний приріст біоìаси паростків не показав залежності від 
конöентраöії культуральної рідини, так як ìаса паростків пшениöі збіль-
шувалася на 34,5% порівняно з контролеì в обох варіантах розведень. 

Приріст сирої біоìаси коренів і паростків свід÷ить про наявність 
фітостиìулювальних сполук у кільтуральній рідині. Відоìо, що існує 3 
класи фітогорìонів-стиìуляторів, але використання рулонного ìетоду не 
дає ìожливості визна÷ити природу фітогорìональної активності (аукси-
нову, öитокінінову, гіберелову). Òоìу, подальше дослідження фітостиìу-
лювальної активності екзоìетаболітів штаìу B. amyloliquefaciens IÌВ 
В-7404 проводилося за допоìогою спеöифі÷них біотестів.
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Отриìані результати показали стиìулювальний вплив екзоìета-
болітів штаìу B. amyloliquefaciens IÌВ В-7404 на ризогенез квасолі 
сорту Ëопата (рис. 1). Препарат-еталон (IОÊ, 10-5 Ì) підвищував як 
середню кількість коренів – на 95%, так і на 41,7% приріст біоìаси 
коренів відносно контролю. Àналогі÷на тенденöія стиìуляöії ризогенезу 
спостерігалася при дослідженні розведення культуральної рідини 1:50 – 
відбувалося збільшення кількості коренів і приріст їх біоìаси на 13% і 
133%, відповідно, тоді як застосування більших розведень (1:75 та 1:100) 
призводило до зìеншення кількості утворених коренів, проте їх біоìаса 
зростала порівняно з контролеì на 37% (1:100). 
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Ðис. 1. Âплив культуральної рідини B. amyloliquefaciens IÌÂ Â-7404 на ризогенез 
живців квасолі сорту Ëопата

1 – IОÊ у конöентраöії 10-5 Ì; 2 – розведення 1:50; 3 – розведення 1:75; 
4 – розведення 1:100

Fіg. 1. Influence of cultural lіquіd B. amyloliquefaciens IÌV Â-7404 rhіzogenesіs 
on bean cultіvar “Lopata”

1 – IAA, 10-5 M; 2 – 1:50 dilution; 3 – 1:75 dilution; 4 – 1:100 dilution

Отриìані результати свід÷ать про наявність фітостиìулювальних 
ре÷овин ауксинової природи серед екзоìетаболітів штаìу B. amyloliq-. amyloliq-amyloliq-
uefaciens IÌВ В-7404. Öе дозволяє зробити припущення щодо наявності 
інших регуляторів негорìональної природи у культуральній рідині дослі-
джуваного штаìу, зокреìа, вітаìіну Ê, синтез якого є характерниì для 
сапробіонтів роду Bacillus [13].

Ñпеöифі÷ну біологі÷ну активність екзоìетаболітів штаìу 
B. amyloliquefaciens IÌВ В-7404 (ауксинової, öитокінінової та гібе-
релової) визна÷али за допоìогою біотестування, що дозволяє оöінити 
присутність певних класів фітогорìональних сполук за їх фізіологі÷ною 
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дією. Біотестування проводили з використанняì відповідних етанольних 
екстрактів, отриìаних з культуральної рідини досліджуваного штаìу. 

При вив÷енні ауксинової активності було показано приріст довжини 
колеоптилів озиìої пшениöі сорту Àльбатрос одеський з вираженою 
конöентраöійною залежністю (рис. 2), що свід÷ить про наявність у куль-
туральній рідині штаìу B. amyloliquefaciens IÌВ В-7404 порівняно висо-
кої кількості горìональних сполук ауксинової природи. Òак, зафіксовано 
приріст колеоптилів на 9–15,8% залежно від розведення етанольного 
екстракту, тоді як препарат-еталон (IОÊ, 10-5Ì) стиìулював приріст на 
32,4% щодо контролю (вода).
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Ðис. 2. Äобовий приріст довжини відрізків колеоптилів озимої пшениці сорту 
Àльбатрос одеський за дії екстрактів культуральної рідини B. amyloliguefaciens 

IÌÂ Â-7404

Fіg. 2. Daіly growth of wіnter wheat coleoptels (cultіvar Albatros odesskіy) under 
the extract іnfluence of cultural lіquіd B. amyloliguefaciens IÌV Â-7404 

Äослідження спеöифі÷ної öитокінінової активності показало, що 
екзоìетаболіти не проявляли вираженого фітостиìулювального ефекту, 
опосередкованого наявністю öитокінінів. Ó гібереловоìу тесті встанов- Ó гібереловоìу тесті встанов-
лено аналогі÷ну до ауксинової активності конöентраöійну залежність 
розведень екстракту культуральної рідини.

Òакиì ÷иноì, ìетодаìи спеöифі÷ного біотестування показано присут-
ність серед екзоìетаболітів штаìу B. amyloliguefaciens IÌВ В-7404 усіх 
класів горìонів-стиìуляторів. Отриìані результати підтверджують дані 
літератури щодо синтезу відоìих класів горìонів-стиìуляторів ґрунтови--стиìуляторів ґрунтови-стиìуляторів ґрунтови-ґрунтови-рунтови-
ìи ìікроорганізìаìи, здатниìи до асоöіативних зв’язків з рослинаìи [8].
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Наступниì етапоì роботи було проведення фізико-хіìі÷ного аналізу 
фітогорìональних сполук. Встановлено, що штаìу B. amyloliquefaciens 
IÌВ В-7404 притаìанний середній рівень синтезу ауксинів, зокреìа, 
фізіологі÷но-активної форìи – IОÊ – 122,51 ìкг/г ÀÑБ, тоді як рівень 
синтезу öитокінінів виявився досить низькиì – 11,05 ìкг/г ÀÑБ (табл. 2). 
Окріì горìонів-стиìуляторів, серед екзоìетаболітів штаìу були виявлені 
горìональні сполуки інгібувальної дії: ÀБÊ (2,43 ìкг/г ÀÑБ) та етилен 
(10,4 нìоль/год • г ÀÑБ).

Òаблиöя 2

Âміст фітогормонів у культуральній рідині B. amyloliquefaciens IÌÂ Â-7404
Table 2

Ðhytohormones content іn cultural lіquіd B. amyloliquefaciens IÌV Â-740

Фітогормони мкг/г абсолютно сухої біомаси

Àуксини
Iндоліл-3-карбоксальдегід 10,28

∑ 132,79
Iндоліл-3-оöтова кислота 122,51

Öитокініни
Зеатин 9,22

∑ 11,05
Iзопентеніл-аденін 1,83

Àбсöизова кислота 2,43

Åтилен, нìоль/год • г ÀÑБ 10,4

Відоìо, що синтез фітогорìональних ре÷овин розглядають як 
важливий ÷инник взаєìодії PGPR-бактерій (plant growth promoting rhi-
zobacteria) з рослиною, що позитивно впливає на її ріст і розвиток [11]. 
Зокреìа, встановлено, що синтез фізіологі÷но активних форì ауксинів 
притаìанний більшості ґрунтових ìікроорганізìів, що ìають асоöіативні 
зв’язки з рослиною. Ìолекули ауксинів виступають в ролі сигнальних 
ìолекул під ÷ас ìікробно-рослинної взаєìодії [7]. Ñаìе рівень синтезу 
ауксинів сапробіонтаìи використовують як селективний ìаркер для 
PGPR-бактерій [9]. З іншого боку показано, що навіть низький рівень 
синтезу IОÊ асоöіативниìи бактеріяìи здатен стиìулювати систеìну 
стійкість рослини за рахунок прискорення проходження рослинаìи 
÷утливих до інфекöії фаз розвитку [8].

Штаì B. amyloliquefaciens IÌВ В-7404 є вільноісную÷иì ризосферниì 
ґрунтовиì ìікроорганізìоì і низький рівень синтезу öитокінінів 
відповідає способу існування даного штаìу, оскільки відоìо, що саìе 
синтез öитокінінів пов’язаний з ендофітниì або сиìбіоти÷ниì способоì 
існування, а їх рівень пряìо корелює з ефективністю сиìбіозу ìіж 
бактеріяìи і рослиною [6, 14].



91

ФIÒОÑÒÈÌÓËЮВÀËÜНÀ ÀÊÒÈВНIÑÒÜ ÅÊЗОÌÅÒÀБОËIÒIВ ШÒÀÌÀ-ÀНÒÀГОНIÑÒÀ ...

ISSN 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2013. № 3. С. 84–93

Окріì горìонів-стиìуляторів для даного штаìу є характерниì 
синтез двох класів фітогорìонів з інгібувальною дією – ÀБÊ та етилену. 
Наявність серед екзоìетаболітів ÀБÊ ìожна розглядати як додатковий 
фактор форìування асоöіативних зв’язків штаìу з рослиною, оскільки 
ÀБÊ ризосферних ìікроорганізìів відіграє роль ìедіатора ìікробно-
рослинної взаєìодії [6]. З іншого боку, екзогенна ÀБÊ діє на рослину як 
хіìі÷ний індуктор резистентності до збудників хвороб, зокреìа до Phyto-
phthora та Magnaporthe grisea, а також виступає в ролі горìонального 
регулятора стійкості до абіоти÷них стресів, зокреìа, до холоду та 
посухи [12]. Вважається, що етилен також опосередковує форìування 
асоöіативних зв’язків ìіж рослиною та ìікроорганізìаìи [6]. Òак, етилен 
відоìий як фітогорìон-інгібітор, проте за ìалих конöентраöій він здатен і 
до стиìуляöії росту рослини. Окріì того, етилен розглядається як горìон 
стресу і його потрапляння в рослину при взаєìодії з асоöіативниìи 
бактеріяìи, йìовірно, ìоже впливати на підвищення стійкості рослини 
до абіоти÷них ÷инників [8].

Òакиì ÷иноì, кількісно та якісно визна÷ено спектр екзоìетаболітів 
штаìу B. amyloliquefaciens IÌВ В-7404, що зуìовлюють його фіто-
стиìулювальну активність. Показано, що штаì здатен до синтезу трьох 
класів горìонів-стиìуляторів (ауксинів, öитокінінів, гіберелінів) та 
двох класів фітогорìонів з інгібувальною дією, а саìе ÀБÊ та етилену. 
Останні, йìовірно,  ìожуть відігравати роль ìедіаторних ìолекул при 
взаєìодії ìікроорганізìів з рослиною та додаткових ÷инників стійкості до 
абіоти÷них ÷инників довкілля.  Ñеред горìонів-стиìуляторів відзна÷ено 
відносно високий рівень синтезу ауксинів, зокреìа, IОÊ, що свід÷ить про 
її важливу фізіологі÷ну роль у форìуванні асоöіативних взаєìовідношень 
штаìу з рослиною в ризосфері.
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ФÈÒÎСÒÈÌУËÈÐУЮЩÀß ÀÊÒÈÂÍÎСÒЬ  
ЭÊЗÎÌÅÒÀÁÎËÈÒÎÂ ШÒÀÌÀ-ÀÍÒÀÃÎÍÈСÒÀ  

BACILLUS AMYLOLIQUEFACIENS ÈÌÂ Â-7404

Ðеферат

Öель. Выявление спектра экзоìетаболитов фитогорìональной 
природы штаììа-антагониста Bacillus amyloliquefaciens ÈÌВ В-7404, 
определяющих его фитостиìулирующую активность. Ìетоды. Ñодер-
жание фитогорìонов определяли ìетодаìи спектроденситоìетри÷еской 
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тонкослойной хроìатографии и газовой хроìатографии. Ðезультаты. 
Óстановлено, ÷то фитостиìулирующая активность экзоìетаболитов 
B. amyloliquefaciens ÈÌВ В- 7404 обусловлена присутствиеì в их со-
ставе трех классов горìонов-стиìуляторов (ауксинов, öитокининов, гиб-
береллинов). Показана способность штаììа синтезировать фитогорìоны-
ингибиторы: абсöизовую кислоту и этилен. Âыводы. Óровень и спектр 
фитогорìонов, синтезируеìых штаììоì B. amyloliquefaciens ÈÌВ 
В-7404, соответствует особенностяì его биологии, а иìенно – сапроби-
онтноìу способу существования. Ñинтез индолил-3-уксусной кислоты 
играет важную физиологи÷ескую роль в форìировании ассоöиативных 
взаиìоотношений штаììа с растенияìи в ризосфере.

Ê л ю ÷ е в ы е  с л о в а : B. amyloliquefaciens, экзоìетаболиты, 
фитогорìоны, физиологи÷еская роль, фитостиìулирующая активность
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EXOMETABOLITES PHYTOSTIMULATION ACTIVITY 
OF ANTAGONISTIC ACTIVE STRAIN BACILLUS 

AMYLOLIQUEFACIENS IMV Â-7404

Summary

Aіm. The research of phytohormonal natural exometabolites by strain-
antagonist Bacillus amyloliquefaciens IMV B-7404, which determines its 
phytostimulating activity. Methods. General growth activity, induction of 
rhizogenesis, specific biological testing, spectrum densitometric thin layer 
chromatography, high performance liquid chromatography, gas chroma-
tography. Results. Exometabolites phytostimulating activity of B. amylo-
liquefaciens IMV B-7404 is occurred due presence in its content of three 
classes of plant hormones-stimulators: auxins, cytokinins and gibberellins. 
The ability of the strain to synthesize phytohormones-inhibitors such as 
abscisic acid and ethylene has been shown. Conclusіons. The level and 
range of phytohormons synthesized by strain B. amyloliquefaciens IMV 
B-7404 support the peculiarities of it’s biology, namely saprobiontic mode 
of existence. Synthesis of indolyl-3-acetic acid plays an important physi-
ological role in the formation of associative relationships between strains 
in the plants rhizosphere.

K e y  w o r d s : B. amyloliquefaciens, exometabolites, phytohormones, 
physiological role, phytostimulation activity.
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